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“Virá o dia em que a matança de um animal será 
considerada um crime contra a humanidade”. 
(Leonardo da Vinci) 
 
"Podemos julgar o coração de um homem pela forma 
como ele trata os animais". (Immanuel Kant) 
 
“Quem maltrata um animal é alguém que ainda não 

















































A mastite é a doença mais frequente e importante dos rebanhos leiteiros, 
afetando a qualidade e a produção do leite, podendo ainda acarretar na 
presença de resíduos de antibióticos no alimento. Por estas razões a 
descoberta de novos agentes preventivos ou terapêuticos tem sido 
justificada, destacando-se a busca na natureza. Nesse contexto, extratos 
de própolis são candidatos em potencial, uma vez que estão descritos na 
literatura como antimicrobianos, anti-inflamatórios, antifúngicos, entre 
outros. Desse modo, o presente trabalho teve como objetivo avaliar in 
vitro a atividade antimicrobiana de extratos de própolis de origens 
geográficas distintas, e determinar a viabilidade celular em explantes 
mamários bovinos após exposição a estes extratos. Foram testadas 
amostras de própolis dos municípios catarinenses de Água Doce, 
Urupema e São Joaquim e o extrato típico de Minas Gerais (própolis 
verde). A extração foi realizada com etanol 70% (1:10, p/v) por 24 h. 
Após a remoção do solvente em estufa a 60º C, os resíduos foram 
analisados pelos testes de Folin-Ciocalteau, reação com Cloreto de 
Alumínio e 1,1-difenil-2-picrilidrazil (DPPH). A atividade 
antimicrobiana foi determinada através da técnica de Pour Plate, após 
dois períodos de contato (6 e 24 h) com um inóculo de 10
5
 UFC/mL de 
cepas padronizadas de S. aureus e E. coli e isolados de leite mastítico, 
utilizando diferentes concentrações dos extratos (de 0 à 1000 μg/mL). A 
citotoxicidade foi avaliada em explantes de glândula mamária bovina 
cultivadas em meio DMEM-F12, após exposição aos extratos de 
própolis, nas concentrações de 0, 17.5, 35, 70, 140, 280 e 560 μg/mL 
por 48 h. O teor de fenólicos não diferiu entre os extratos variando de 
97,97 à 116,29 μg de EAG/mg (P<0,05). Contudo, houve maior 
conteúdo de flavonoides no extrato de Minas Gerais (15,91 μg de 
EQ/mg) e menor no de Urupema (7,33 μg de EQ/mg) (P<0,05). O 
extrato de Urupema apresentou também a menor atividade antioxidante, 
enquanto os demais não diferiram entre si (P<0,05). O crescimento de S. 
aureus foi reduzido após exposição aos extratos. Porém, sua eficácia foi 
dependente da origem da própolis e concentração. Os extratos de 
Urupema, Minas Gerais e São Joaquim reduziram o crescimento de S. 
aureus em 4 log10 vezes a partir de 500 μg/mL e a zero na concentração 
de 1000 μg/mL. Por outro lado, houve fraca ação antimicrobiana sobre 
as cepas de E. coli. O extrato mineiro foi o único que reduziu o 
crescimento bacteriano em 2 log10 na concentração de 500 μg/mL, 
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enquanto os demais apenas a partir de 750 μg/mL. O ensaio in vitro com 
explantes da glândula mamária bovina mostrou-se adequado para 
avaliação da citotoxicidade, não ocorrendo queda na viabilidade celular 
após 96 h de cultivo (P<0,05). Porém, a origem e a concentração da 
própolis afetaram a viabilidade do tecido mamário. O extrato de Água 
Doce mostrou a menor citotoxicidade às células do úbere bovino 





13,26 μg/mL para os extratos de Água Doce, 
Urupema, São Joaquim e Minas Gerais, respectivamente. Considerando-
se que na concentração próxima do IC50, o extrato de Urupema reduziu 
1,2 log10 vezes o crescimento de S. aureus, este se destaca com maior 
potencial de uso no tratamento de mastite. Em conjunto, os resultados 
encontrados evidenciaram que a eficácia da própolis para o tratamento 
da mastite é dependente da sua origem. Além disso, verificou-se que  as 
concentrações de maior atividade antimicrobiana mostraram-se 
prejudiciais à glândula mamária, restringindo o uso intramamário e 
justificando a necessidade de estudos futuros com nanoemulsões ou 
frações purificadas.  
 
Palavra-chave: própolis, atividade antimicrobiana, viabilidade celular, 























Mastitis is the most frequent and significant disease among dairy herds, 
affecting not only the production and quality of milk, but also causing 
antibiotic residues in the milk. As such, the discovery of new 
preventative agents or therapies are necessary, especially those coming 
from natural sources. In this context, propolis extracts are potential 
candidates as they are described in the literature as antimicrobial, anti-
inflammatory, antifungal, among others. In the present study, the 
objective was to evaluate the antimicrobial activity of propolis extracts 
in vitro from distinct geographic locations and determine the cellular 
viability in bovine mammary explants after exposure to these extracts. 
Propolis extracts used in the study included samples from the 
municipalities of Agua Doce, Urupema, and São Joaquim in Santa 
Catarina State, and a typical extract from Minas Gerais State (green 
propolis). Extraction was realized with 70% ethanol (1:10, w/v) for 24 
h. To remove the solvent, the solution was heated to 60º C, and the 
residue was then analysed using Folin-Ciocalteau test, Aluminium 
Chloride assay and 1.1-diphenyl-2-picrylhydrazyl (DPPH). The 
antimicrobial activity was determined using the Pour Plate technique, 
after two contact periods (6 and 24 h) between an inoculum of 10
5
 
UFC/mL of standard strains and isolated from mastitic milk of S. aureus 
and E. coli treated with different concentrations of propolis extracts 
(from 0 to 1000 μg/mL). The cytotoxicity was evaluated in bovine 
mammary gland explants cultivated in DMEM-F12 medium, after 
exposure to propolis extracts in concentrations of 0, 17.5, 35, 70, 140, 
280 and 560 μg/mL for 48 h. The level of phenolics did not differ 
between the extracts and ranged between 97.97 and 116.29 μg of 
GAE/mg (P<0.05). However, the greatest content of flavonoids were 
found in the extract from Minas Gerais (15.91 μg of Q-Eq/mg) and the 
lowest in the extract from Urupema (7.33 μg of Q-Eq/mg) (P<0.05). The 
extract from Urupema also presented the lowest antioxidant activity, 
while the others showed no differences between them (P<0.05). Growth 
of S. aureus was reduced after extract exposure. However, its efficacy 
was dependent on the origin of the propolis and the concentration. 
Extracts from Urupema, Minas Gerais, and São Joaquim reduced the 
growth of S. aureus by 4 log10 times using a concentration of 500 μg/mL 
and growth was reduced to zero at a concentration of 1000 μg/mL. On 
the other hand, there was weak antimicrobial activity on the strains of E. 







2 log10 times at a concentration of 500 μg/mL, while the others reduced 
bacteria growth only with concentrations at 750 μg/mL and greater. The 
in vitro tests with bovine mammary gland explants were adequate for 
the evaluation of cytotoxicity as there was no drop in cellular viability 
after 96 h of cultivation (P<0.05). However, the geographical origin and 
concentration of the propolis affected the viability of mammary tissue. 
The extract from Agua Doce showed the lowest cytotoxicity for bovine 





13.26 μg/mL for extracts from Agua Doce, 
Urupema, São Joaquim, and Minas Gerais, respectively. Considering 
that at a concentration close to the IC50 the Urupema extract reduced S. 
aureus growth by 1.2 log10, the potential for its use in treating mastitis is 
evident. The results showed that the efficacy of propolis for the 
treatment of mastitis is dependent on its geographical origin, which is 
related to its chemical composition. Furthermore, the results showed that 
concentrations that produce higher levels of antimicrobial activity are 
harmful to the mammary gland, restricting intramammary use and 
justifying the need for further studies with nano-emulsions or purified 
fractions. 
 
Keywords: propolis; antimicrobial activity; cell viability; mammary 
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A mastite é a doença mais frequente em rebanhos leiteiros. Em 
termos econômicos também é a mais importante por ocasionar redução 
significativa da produção e acarretar em gastos elevados com 
medicamentos. Não menos importante é o problema de bem-estar pela 
dor e desconforto que causa ao animal.  
No Brasil, a maior prevalência da doença é a forma subclínica, 
podendo representar, em algumas regiões, 95% do total de casos 
(Medeiros & Souza, 2009). Isto porque a falsa segurança, gerada pela 
inexistência de sinais externos contribui para o alastramento rápido da 
doença no rebanho (Fonseca & Santos, 2000). A mastite subclínica além 
de provocar perdas entre 25 a 43% na produção de leite tem 
consequências sobre a qualidade do alimento, acarretando na diminuição 
dos níveis de antioxidantes (Atakisi et al., 2010).  
Um indicativo de inflamação e/ou infecção da glândula mamária 
amplamente utilizado é a contagem de células somáticas (CCS) no leite. 
A inadequação dos produtores de leite aos valores determinados pela 
IN51 que limitava o número de CCS em 400.000 células/mL e a 
substituição pela IN62 que aumentou este valor para 600.000, também 
demonstra a prevalência de mastite nos rebanhos leiteiros e a falta de 
controle da doença no nosso País.  
Neste cenário, a presença de resíduos de antibióticos no leite é 
também preocupante. Em amostras de leite comercializadas no Paraná, 
por exemplo, 19% estavam contaminadas com resíduos dos antibióticos 
cloranfenicol, tetraciclinas, gentamicinas, estreptomicinas e β-
lactâmicos (Vieira et al., 2012). Dentre os problemas no uso de 
antibióticos no controle da mastite estão a ineficácia em muitos casos, a 
resistência bacteriana, o descarte prolongado do leite, bem como o custo 
elevado do tratamento (Mukherjee et al., 2005). Ainda, o consumo de 
doses sub-terapêuticas de antibióticos pela população induz à resistência 
crônica de microorganismos e inibe a multiplicação da microbiota 
natural, interferindo também na qualidade do leite e derivados. 
Todavia, a terapia da vaca seca, que consiste no uso de antibióticos 
intramamários no intervalo entre lactações, é uma técnica reconhecida 
para curar, no período seco, as infecções ocorridas na lactação e 
prevenir novas infecções. Desde os anos 60, quando se iniciou sua 
recomendação, essa terapia passou a ser amplamente adotada (cerca de 
75 a 99% dos produtores a utilizam), dependendo do país e, de fato, a 
incidência de infecções intramamárias no período seco é 
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significativamente menor quando essa terapia é utilizada (Robert et al, 
2006). Contudo, apesar de ser uma opção para produtores 
convencionais, essa prática não é recomendada rotineiramente para 
produtores orgânicos (Müller et al, 2010). Além disso, a resistência 
crescente aos princípios antimicrobianos e seus resíduos na cadeia 
alimentar tem estimulado pesquisas por produtos naturais como 
substitutos aos químicos sintéticos. No que diz respeito à mastite, é 
importante destacar que se busca nos produtos, compostos com ações 
distintas, incluindo antimicrobiana, antioxidante, anti-inflamatória, 
cicatrizante e também imuno-estimulante.  
Neste contexto, a própolis se destaca como uma candidata em 
potencial, uma vez que tem sido descrita na literatura como uma matriz 
complexa com propriedades terapêuticas distintas, tais como 
antimicrobiana (Lu et al., 2005; Silva et al., 2006; Santana et al., 2012; 
Loguercio et al., 2006; Miorin et al., 2003), antifúngica (Ghasem et al., 
2007; Silici et al., 2006; Aguero et al., 2010), antioxidante (Ahn et al., 
2007; Kalogeropoulos et al., 2009; Gregoris et al., 2012; Gulcin et al., 
2010; Marquele et al., 2005), e também anti-inflamatória (Mirzoeva & 
Calder, 1996; Sayed et al., 2009; Borrelli et al., 2002 ; Pagliarone et al., 
2009; Sforcin, 2007). Entretanto, é sabido que a composição da própolis 
difere em função de fatores, como o clima, a vegetação, a região e de 
características inerentes da própria abelha (Mirzoeva & Calder, 1996; 
Zeggio et al., 2012a,b). Desta forma, é de interesse estudos que, no seu 
desenvolvimento, considerem estes aspectos. Além disso, apesar de 
relatos de cura de mastite usando própolis intramamário (Mirolyubov e 
Barskov, 1980; Medeiros, 2001) há evidências de que o produto também 
cause reação inflamatória na glândula mamária (Pereira & Botteon, 
2008). Portanto, antecedendo os testes in vivo, é importante a avaliação 
do seu potencial citotóxico frente às células do úbere bovino.  
Diante do exposto, é de interesse o desenvolvimento de alternativas 
de controle sanitário, visando à substituição dos antimicrobianos 
convencionais, por produtos que possam ser utilizados de forma 
intramamária e sejam efetivos antimicrobianos, anti-inflamatórios e 
imuno-estimulantes. Desse modo, com a finalidade de uso no tratamento 
de mastite clínica e/ou subclínica e uso na terapia da vaca seca, extratos 
de própolis típicos do Estado de Santa Catarina e de Minas Gerais foram 
testados frente a bactérias causadoras de mastite (Staphylococcus aureus 
e Escherichia coli) e explantes da glândula mamária. Este trabalho 
relata, pela primeira vez na literatura, a avaliação da toxicidade in vitro 
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de extratos hidroalcoólicos de própolis sobre explantes de glândula 
mamária bovina. 







































2.1 Objetivo geral  
 
Avaliar o potencial dos extratos de própolis, com composição 
química distinta, típicos de Santa Catarina e Minas Gerais no controle 
da mastite bovina através de testes in vitro.  
 
2.2 Objetivos específicos  
 
 Determinar os teores de fenólicos totais, flavonoides e a 
atividade antioxidante dos extratos de própolis produzidos nos 
municípios catarinenses de Água Doce, São Joaquim e 
Urupema, e de própolis verde típica do estado de Minas Gerais; 
 Avaliar a atividade antimicrobiana dos diferentes extratos de 
própolis sobre cepa padrão e isolados de leite mastítico de 
Staphylococcus aureus e Escherichia coli; 
 Avaliar a viabilidade celular dos explantes da glândula mamária 
bovina após 96 horas de cultivo para determinar a eficácia do 
modelo de estudo proposto;  
 Determinar o efeito dos diferentes extratos de própolis sobre a 




















3. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 
 
3.1 Anatomia e fisiologia da glândula mamária bovina. 
 
As glândulas mamárias são glândulas sudoríparas modificadas 
com função de produzir leite para nutrição da prole. Elas têm origem no 
ectoderma embrionário, inicialmente representado por espessamentos 
paralelos, em pares, na superfície ventral do abdômen de forma contínua 
(Cunningham & Klein, 2008). Esta continuidade é quebrada conforme o 
número de botões mamários, no caso dos bovinos em número de quatro, 
de onde serão formadas as partes funcionais das glândulas mamárias. O 
crescimento, a diferenciação e as funções da glândula mamária estão sob 
o controle inerente do sistema endócrino que, por sua vez, responde a 
ação e interação de fatores estimulantes e inibitórios (Imagawa et al., 
1994).  
As células secretoras de leite, ou parênquima, se desenvolvem 
por meio de proliferação de uma única camada de células epiteliais que 
surgem do cordão mamário primário, estimuladas pelo lactogênio 
placentário. Por fim, as células epiteliais formam estruturas ocas e 
circulares chamadas alvéolos, que serão as unidades secretoras de leite 
(Dyce et al., 2010). Estes alvéolos se agrupam em unidades maiores 
denominadas lobos. Estas estruturas são recobertas por células contráteis 
de natureza mioepitelial, que também se localizam ao longo dos ductos e 
respondem ao reflexo de ejeção do leite. Simultaneamente, uma parte do 
epitélio se desenvolve formando o mamilo ou os tetos, que é conexão 
externa para o sistema interno de secreção de leite. O estroma da 
glândula mamária é formado por tecido conjuntivo, gordura, vasos e 
nervos.  A proporção entre parênquima e estroma é regulada por 
hormônios. Durante a lactação há uma maior proporção de parênquima 
em relação ao estroma, e no período seco esta proporção se inverte 
(Cunnigham & Klein, 2008).   
Nas células epiteliais secretoras, os constituintes do leite são 
sintetizados no retículo endoplasmático liso (lipídeos) e rugoso 
(proteínas), e nos ribossomos (proteínas), movendo-se em seguida para 
o complexo Golgiense. Após a secreção, os constituintes do leite são 
acumulados no lúmen alveolar, que serve como compartimento 
extracelular e que também constitui um local de controle da síntese e 
secreção do leite (Rennison et al., 1993).  
Durante a gestação, ocorre o processo de lactogênese que 
corresponde à diferenciação e multiplicação das células epiteliais 
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mamárias. Vários hormônios estão envolvidos no processo de 
lactogênese e galactopoiese (manutenção do ciclo de lactação). Este 
último necessita de estímulos neurais e endócrinos para manter o 
número de células alveolares, síntese celular, bem como a eficácia do 
reflexo de ejeção do leite (Tucker, 2000). 
A prolactina, que é o principal hormônio responsável pela 
lactação, é secretada pela hipófise anterior e responsável pela 
manutenção da lactação. A ocitocina, hormônio secretado pela hipófise 
posterior, está envolvida no processo de liberação do leite e também na 
estimulação das contrações uterinas durante a fase folicular do ciclo 
estral e durante os últimos estágios da gestação. Este hormônio é 
também produzido pelo corpo lúteo induzindo o endométrio a liberar 
prostaglandina (PGF2α), responsável pela regressão do corpo lúteo e por 
provocar contrações uterinas ajudando no transporte espermático no 
trato reprodutivo feminino e no parto (Collier et al., 1984). 
 Animais como bovinos e caprinos possuem locais para o 
armazenamento de leite, os quais são denominados de cisternas. Esta 
especialização permite ao animal ser capaz de sintetizar uma grande 
quantidade de leite. Todavia, a maior parte do leite retirado durante a 
ordenha está armazenada no sistema de ductos. Dos ductos principais, o 
leite é secretado para a cisterna da glândula, em seguida para a cisterna 
do teto. A comunicação entre estes dois compartimentos se dá através de 
uma crista circular (ânulo) que contém uma veia e algumas fibras de 
musculatura lisa.  Por fim, a cisterna do teto comunica-se com o exterior 
da glândula por uma abertura estreita no final do teto, denominada ducto 
papilar (canal do teto) que se abre no óstio papilar que dispõe de fibras 
musculares lisas. O esfíncter aparece no final do teto e é a estrutura 
responsável pela retenção do leite (Dyce et al., 2010). 
Os tecidos que circundam o canal do teto são a primeira linha 
de defesa contra microrganismos, uma vez que este é o caminho 
principal pelo qual os patógenos penetram no interior da glândula 
mamária. O músculo do esfíncter do teto, por exemplo, mantém o canal 
do teto fechado entre ordenhas, impedindo a invasão da glândula 
mamária por microrganismos patogênicos. No período entre lactações se 
forma um tampão de queratina na extremidade do teto que constitui 
outra importante barreira física contra patógenos. Tais barreiras fazem 
com que o epitélio mamário, diferente de outros epitélios como o 
intestinal, bucal ou respiratório, raramente seja estimulado por 
componentes bacterianos. Isso significa que as bactérias que penetram 
neste órgão geralmente são reconhecidas como invasores, 
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desencadeando uma resposta imune do organismo (Rainard & Riollet, 
2005). Portanto, quantidades tão pequenas quanto 15 a 40 UFC de E. 
coli ou 40 a 60 UFC de S. aureus (Erskine et al., 1989; 1990) são 




A mastite é a inflamação da glândula mamária causada, na 
maioria dos casos, por bactérias (Watts, 1988). Entretanto, trata-se de 
uma enfermidade plurietiológica e multifatorial, causada também por 
vírus, fungos (Spanamberg et al., 2009), algas (Filippsen et al., 1999) ou 
até mesmo por traumas ocasionados por agentes físicos no canal do teto, 
ocorridos pela repetitiva manipulação durante o processo de ordenha, 
por exemplo, ou metabólicos, como o aumento na quantidade de leite 
residual no úbere. Os microorganismos que usualmente estão do lado de 
fora da glândula, na presença de uma lesão ou mesmo pelo esfíncter que 
fica temporariamente aberto após a ordenha, penetram no canal do teto 
e, com a exposição repetitiva, tem-se o estabelecimento da infecção 
(Cunningham & Klein, 2008). 
A identificação dos agentes etiológicos envolvidos é 
fundamental para o sucesso do tratamento e para o estabelecimento de 
estratégias eficazes de controle e profilaxia da doença. Dentre os mais 
de 137 microorganismos descritos como patógenos, os mais frequentes 
são Staphylococcus aureus, Streptococcus agalactiae, Streptococcus 
dysgalactiae, Streptococcus uberis e Escherichia coli (Watts, 1988; 
Harmon, 1994). As bactérias do gênero Staphylococcus sp., que lideram 
o ranking dos agentes etiológicos causadores de mastite, são capazes de 
causar infecções de longa duração, com tendência a se tornarem 
crônicas, com baixa taxa de cura, com grande perda da produção de 
leite, especialmente quando causadas por S. aureus (Sabour et al., 2004). 
O grau de inflamação da glândula mamária é dependente do 
nível sanitário e de produção do animal, os quais são influenciados por 
outros fatores, tais como a supervisão do serviço de ordenha, de 
características inerentes ao ordenhador, nível nutricional do animal, 
sistema de alimentação, número de ordenhas e número de lactações da 
vaca (Lam et al., 2013). 
Conforme a sua manifestação, a mastite pode ser classificada 
em subclínica ou clínica (Philpot & Nickerson, 1991). Nos casos de 
mastite clínica, os sinais são macroscópicos, causados por uma infecção 
mais severa, o que acarreta na mudança no aspecto do leite e na sua 
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composição, além de alterações no tecido mamário (febre, vermelhidão, 
tremores musculares, prostração, entre outros) (Philpot & Nickerson, 
1991). Animais com mastite clínica são facilmente identificados durante 
a ordenha através do teste da caneca de fundo preto. Por ser uma 
infecção grave, além de um efeito negativo sobre o bem-estar do animal, 
em alguns casos, pode levar ao descarte precoce do mesmo. Todavia, é a 
mastite subclínica que tem maior impacto negativo ao setor leiteiro, uma 
vez que se alastra silenciosamente pelo rebanho sem que sejam 
percebidas alterações macroscópicas à inspeção do úbere ou do leite 
(Medeiros, 2009). Para a identificação de animais com mastite 
subclínica recomenda-se o uso frequente da metodologia California 
Mastitis Test (CMT), que consiste na formação de um gel de espessura 
variada após a mistura do leite com um reagente CMT (detergente 
aniônico), que destrói os glóbulos brancos (leucócitos) existentes no 
leite e coagula o DNA liberado pelos mesmos (Rosenberger, 1993). A 
falsa segurança, gerada pela inexistência de sinais externos, contribui 
para o alastramento rápido da doença no rebanho, uma vez que a relação 
entre ocorrência de mastite subclínica é muito maior quando comparada 
a de mastite clinica (Medeiros & Souza, 2009; Mdegela et al., 2009). A 
mastite subclínica também tem consequências sobre a qualidade do leite, 
alterando, por exemplo, a relação oxidante/antioxidante do tecido 
mamário, acarretando na diminuição dos níveis de antioxidantes no leite 
(Atakisi et al., 2010). Além disso, uma das consequências da mastite é a 
formação de um tecido conjuntivo dentro do úbere como resultado da 
tentativa da glândula para driblar a infecção. A presença deste tecido 
conjuntivo limita a área onde os ductos e alvéolos podem se desenvolver 
e reduz o potencial de produção da glândula (Cunningham & Klein, 
2008). A elevada incidência de mastite nos rebanhos bovinos é 
responsável por uma perda de 33 a 45% na produção de leite durante a 
lactação do animal, representando uma diminuição de cerca de 900 kg 
de leite por animal por lactação (Hand et al., 2012).  
Para o tratamento da mastite, o uso de antibióticos, apesar de 
ser considerado o único método comprovado (Mukherjee et al., 2005), 
não é totalmente eficaz. Isto porque as bactérias se alojam em locais 
aonde a ação dos antibióticos é dificultada (Zafalon et al., 2007) e 
também devido a crescente resistência bacteriana aos antibióticos. Cabe 
destacar que, além do tratamento clínico da doença, é indispensável a 
implantação de um programa de controle desta enfermidade para 
possibilitar o isolamento e a identificação precoce de seu agente 
etiológico (Bueno et al., 2003). Uma estratégia possível para o controle 
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da mastite envolve a manipulação do mecanismo de defesa do 
hospedeiro, por exemplo. Tem-se demonstrado que o fornecimento de 
micronutrientes que atuam como antioxidantes, como a vitamina E e 
selênio, melhoram a resposta imune do animal (Spears & Weiss, 2008).  
Além do uso massivo de antibióticos para tratamento de 
mastites, a administração universal de terapia da vaca seca (TVS) faz 
parte dos programas para reduzir a incidência de mastite contagiosa 
desde os anos 60 (Bradley, 2002). Se, por um lado, a TVS é um método 
importante para prevenir novas e/ou recorrentes infecções, por outro 
lado, tornou os produtores de leite muito dependentes deste recurso e, 
em se tratando de produtores orgânicos, poucas alternativas são 
utilizadas como substitutos à TVS. Lembrando que, as mastites 
subclínicas causadas por S. aureus geralmente são tratadas no período 
não lactante, devido à baixa taxa de cura em tratamentos feitos durante a 
lactação. Ainda assim, a TVS ajuda a curar 50% da mastite causada por 
S. aureus (Wattiaux, 2013). 
A ampla administração de antibióticos resulta, ainda, na seleção 
de patógenos resistentes e a presença de resíduos de antibióticos no leite 
(Nickerson et al., 2009).  S. aureus é apontado como um agente de alta 
resistência às adversidades no ambiente e resistente aos antibióticos 
(Diaz et al., 2010), sendo este fator limitante ao tratamento. A presença 
desses resíduos no leite tem sido relatada por diversos autores como um 
grande problema de saúde pública, podendo causar desde uma leve 
reação alérgica até casos mais graves como choque anafilático, além de 
acarretar sérios prejuízos para as indústrias de laticínios (Barros et al., 
2001; Borges et al., 2000; Folly & Machado, 2001; Nascimento et al., 
2001; Nero et al., 2007; Fonseca et al., 2009; Martins et al., 2011; Maluf 
Da Silva et al., 2012; Vieira et al., 2012). Considerando todos esses 
aspectos tem-se buscado alternativas ao uso de antibióticos visando à 
redução no seu uso, diminuição no aparecimento de cepas resistentes e 
também como alternativa à produção orgânica (Diarra et al., 2013; Wei 
et al., 2014).  
 
3.3 Estudos in vitro utilizando células da glândula mamária 
bovina 
 
Diversos trabalhos utilizando animais para o estudo do controle 
da mastite estão descritos na literatura. Nesses casos, a mastite é 
induzida em animais como ratos ou vacas, inoculando-se os agentes 
patogênicos ou seus componentes (Kornalijnslijper et al., 2004; Lauzon 
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et al., 2006; Chen et al., 2013; Wei et al., 2014). Após indução da 
infecção, os animais são abatidos para a realização de análises tais como 
contagem bacteriana, avaliação histopatológica, dosagem de citocinas 
entre outros marcadores bioquímicos (Lauzon et al., 2006; Chen et al., 
2013; Diarra et al., 2013; Wei et al., 2014). No entanto, o 
desenvolvimento de modelos alternativos que substituam ou reduzam o 
uso de animais em pesquisas e ensino é uma demanda da sociedade 
(Basso et al., 2013) prevista na legislação brasileira. Através da lei 
11.794 de outubro de 2008 (BRASIL, 2008), que regulamenta o artigo 
225 da Constituição Federal foram estabelecidas normas para o uso de 
animais no ensino e em pesquisas científicas. De acordo com a 
Constituição, o Conselho Nacional de Controle de Experimentação 
Animal (CONCEA), vinculado ao Ministério da Ciência e Tecnologia, é 
o órgão responsável pela fiscalização a nível nacional do cumprimento 
destas leis. Dentre suas atribuições está o ato de zelar pelo cumprimento 
das normas relativas à utilização humanitária de animais com finalidade 
científica e também o monitoramento e avaliação da introdução de 
técnicas alternativas que substituam a utilização de animais em ensino e 
pesquisa. 
Desse modo, o uso de modelos experimentais in vitro para o 
estudo da resposta inflamatória e triagens iniciais de produtos 
farmacológicos tem sido considerado uma alternativa ao uso de animais 
vivos em pesquisas (Wallum et al., 2005; Basso et  al., 2013; Wei et al., 
2014). Embora os métodos in vitro não substituam totalmente a 
necessidade de animais em experimentos, reduz em parte esta demanda. 
Deste modo, alguns modelos in vitro têm sido propostos utilizando 
células epiteliais mamárias (CEM) bovinas, onde uma população 
homogênea de células é exposta a mesma pressão de análise na ausência 
de interferências ambientais (Rabot et al., 2006; Wei et al., 2014). 
A cultura de CEM bovinas tem sido apontada como um modelo 
in vitro adequado para o estudo de diferentes funções da glândula 
mamária, dentre elas, a resposta inicial à infecção (Rabot et al., 2006; 
Wei et al., 2014). Hoje se sabe que diversos tipos celulares podem 
produzir citocinas e óxido nítrico (NO), incluindo as próprias células 
epiteliais da glândula mamária, além dos macrófagos e leucócitos 
residentes que migram para a glândula em resposta a infecção 
(Strandberg et al., 2006). Desse modo, quando se busca um tratamento 
alternativo para a mastite deve-se ter como alvo não apenas compostos 
com ação antimicrobiana, mas também anti-inflamatórios. Este tipo de 
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terapia deverá auxiliar a aliviar os sinais causados pelos danos ao tecido 
provocado pelo processo inflamatório.  
As células MAC-T (Mammary Alveolar Cell-T) (Huynh et al., 
1991) constituem uma linhagem epitelial mamária já estabelecida que 
vêm sendo utilizada na investigação das funções da glândula mamária e 
também na expressão de mediadores de processos inflamatórios 
(Rennison et al., 1993; Boudejallab et al., 1998; Boulanger et al., 2002; 
Rose et al., 2002; Alluwaimi et al., 2003; Piotrowska-Tomala et al., 
2012). Contudo, esta linhagem não está disponível comercialmente, 
existindo a dificuldade em adquiri-la ou isola-la a partir de uma cultura 
primária. Há também o risco inerente de extrapolação dos resultados 
obtidos com cultura isolada para a complexidade de organismos vivos. 
Deste modo, alguns trabalhos, tem relatado o uso de explantes mamários 
(fatias de tecido alveolar) no estudo de diferentes aspectos funcionais da 
glândula mamária bovina, em especial aqueles relacionados à síntese de 
leite e seus constituintes (Byatt & Bremel, 1986; Shamay et al., 1987; 
Baumrucker & Stemberger, 1989; Shamay et al., 1997; Feuermann et 
al., 2004). Mais recentemente, tem-se investigado o uso de explantes  
mamários bovinos no estudo da resposta inflamatória e imunitária da 
glândula mamária (Rabot et al., 2006). Os resultados encontrados a 
partir dos explantes mamários são similares aos encontrados in vivo, 
sugerindo ser este modelo adequado para o estudo da resposta 
inflamatória da glândula mamária (Rabot et al., 2006). 
No presente trabalho, um modelo in vitro, utilizando explantes 
de glândula mamária bovina, foi adaptado com a intenção de avaliar a 
toxicidade de extratos de própolis sobre células saudáveis. Este modelo 
poderá ser aplicado como um screening de produtos com potencial de 
uso no controle da mastite bovina anteriormente aos ensaios in vivo. 
 
3.4 Própolis  
 
Diante da necessidade de controle da mastite nos rebanhos e as 
implicações no uso de antibióticos citadas anteriormente é de interesse o 
desenvolvimento de medidas alternativas para o controle e tratamento da 
doença, destacando-se o potencial dos produtos fitoterápicos. Os 
produtos naturais constituem uma fonte importante de terapia 
alternativa, os quais têm sido explorados há séculos por várias 
comunidades, por suas atividades contra um largo espectro de doenças 
que acometem o ser humano e os animais (Phillipson et al., 1997). No 
entanto, embora reconhecidos como uma alternativa à medicina 
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convencional, os produtos naturais têm sido ignorados pela falta de 
evidências científicas e clínicas da sua eficácia.  
 Neste contexto, a própolis destaca-se dentre os produtos 
naturais com potencial de uso no tratamento da mastite devido as suas 
reconhecidas atividades biológicas, incluindo a atividade antimicrobiana 
(Lougercio et al., 2006). Há milhares de anos, a própolis tem sido usada 
pelo homem para os mais diversos fins. Existem indícios de que desde a 
idade antiga os sacerdotes faziam uso da própolis no processo de 
mumificação de cadáveres (Salatino, 2005) e nos tempos mais modernos 
este produto tem despertado o interesse da indústria farmacêutica e 
cosmética. Este interesse está relacionado à atividade biológica 
associada principalmente a presença de compostos como flavonoides, 
terpenos, ácidos e ésteres (Santana et al., 2012). Estes são também 
denominados de metabólitos secundários, uma vez que não tem 
distribuição universal, e não são necessários à sobrevivência da planta. 
Por outro lado, desempenham papel importante na interação da planta 
com o ambiente e estão envolvidos na adaptação das espécies a um dado 
ecossistema (Harbone, 1999).  
Própolis é um termo genérico utilizado para denominar o 
material resinoso e balsâmico coletado e processado pelas abelhas a 
partir de diversas fontes vegetais usado para vedação de suas colmeias 
(Bankova, 2005). A própolis é constituída por resinas vegetais, seguido 
de ceras de abelhas, óleos essenciais, açúcares e pólen. O produto tem 
sido apontado como o responsável pela baixa incidência de bactérias 
dentro das colmeias (Kalogeropoulos et al., 2009) e esta atividade 
biológica associada principalmente a presença de compostos como 
flavonoides, terpenos, ácidos fenólicos e ésteres (Abd El Hady & 
Hegazi, 2000; Cushnie & Lamb, 2005; Popova et al., 2009; Santana et 
al., 2012).  
Sua composição pode ser afetada por diversas características 
tais como a flora da região, estações do ano, fatores genéticos ligados às 
abelhas e a natureza dos tecidos vegetais disponíveis, como flores, 
ramos, brotos, exsudados e outras partes. Em função desta variabilidade, 
a própolis pode assumir uma coloração que varia do amarelo claro ao 
negro (Sousa et al., 2007).  
Segundo Park et al. (2002), os diversos estudos já realizados 
com própolis de diferentes regiões brasileiras demonstram uma 
predominância de resinas de cor marrom e verde. Entretanto, em alguns 
locais como no nordeste e norte brasileiros podem-se encontrar amostras 
de coloração vermelha, típica de países caribenhos e de algumas 
36 
 
localidades da Venezuela. A própolis verde brasileira, denominada 
Green propolis, é internacionalmente reconhecida por suas 
características organolépticas e por ser rica em derivados do ácido ρ-
cumárico (Bankova & Marcucci, 1999; Sousa et al., 2007).  
Estudos de tipificação da própolis servem à diferenciação das 
amostras provenientes de regiões geográficas distintas segundo um 
perfil químico típico, empregando marcadores principalmente entre os 
grupos de flavonoides e ácidos fenólicos (Park et al., 2002; Aguiar et al., 
2013). Neste sentido, Park et al. (2000) classificaram a própolis 
brasileira em 12 grupos em função de sua composição físico-química. 
Os autores concluíram que cinco destes grupos pertenciam à região sul, 
um grupo à região sudeste e seis grupos à região nordeste. A análise por 
cromatografia em camada delgada e cromatografia gasosa acoplada a 
espectrofotometria de massa revelou certa semelhança entre os perfis 
químicos das amostras do sul e sudeste, principalmente na composição 
de flavonoides. Neste caso, o ácido ρ-cumárico, a pinobanquisina e o 
caempferol estiveram presentes em todas as amostras. Nas amostras de 
própolis do Nordeste não foram encontrados flavonoides. Compostos 
como apigenina, crisina, galangina e lectocrisina apareceram apenas nas 
amostras de própolis do sul do Brasil, enquanto nas do sudeste, foram 
exclusivos os compostos isosacuranetina e caempferida. O ácido 
ferúlico, por sua vez, foi o único composto aromático encontrado em 
todos os grupos analisados. Outros compostos aromáticos como o ácido 
benzóico e o metil-hidrocinamato foram encontrados nas amostras do 
sul e nordeste, e os ácidos ρ-cumárico, hidrocinâmico e 4-metóxi-
benzóico foram frequentes apenas nas amostras dos grupos do sudeste. 
Dentre os terpenos, foram isolados β-cariofileno na própolis nordestina, 
farnesol nas do sudeste e eudesmol nas do sul.  
Estudos de tipificação da própolis no estado de Santa Catarina 
são raros, apesar da importância da apicultura na região (Silva, 2004). 
Nesse contexto, o Núcleo de Produtos Naturais da Universidade Federal 
de Santa Catarina (UFSC), realizou um estudo pioneiro com este 
objetivo. Os resultados demonstraram clara dispersão das amostras de 
acordo com a origem geográfica como era o esperado, mas também em 
função da época de produção, corroborando com a importância da 
sazonalidade na classificação da própolis (Zeggio et al., 2012a). Além 
disso, apesar da própolis de zonas temperadas tenderem a ter uma maior 
concentração de flavonoides comparada à própolis de climas tropicais 
foi verificado que a própolis do município de São Joaquim, localizado 
na serra catarinense, possui um conteúdo significativo de flavonoides 
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nas amostras coletadas em regiões de altitude e que este teor é 
influenciado pela estação (Zeggio et al., 2012a,b;  Meneghelli et al., 
2013).  Extratos coletados em regiões distintas do estado catarinense, no 
município de Água Doce (região oeste catarinense, divisa com estado do 
Paraná) e Urupema (região serrana de Santa Catarina, próximo a São 
Joaquim) apresentaram perfis químicos típicos e semelhantes, com 
alterações apenas nas quantidades dos compostos em função da estação 
do ano (Zeggio, 2013- comunicação pessoal), deste modo, despertando 
o interesse no estudo das propriedades fitoterápicas destes extratos. 
Considerando o efeito da sazonalidade sobre a composição 
química da própolis, a legislação brasileira, através da IN 3 de 19 de 
janeiro de 2001 do Departamento de Inspeção de Produtos de Origem 
Animal do MAPA estabeleceu um padrão oficial que contempla a 
própolis in natura e o extrato de própolis (BRASIL, 2001). Outras 
características como aspectos sensoriais, bem como acondicionamento 
são regulamentados por essa IN para que possam ser comercializado no 
País.  
O efeito do período do ano em que a própolis é coletada 
também tem mostrado influência sobre a as suas propriedade biológicas 
(Park et. al., 2000; Meneghelli et. al., 2013).  Lu et al. (2005) notaram 
que os extratos etanólicos de própolis fabricados com a resina coletada 
no mês de agosto, em regiões diferentes de Taiwan, tiveram maior 
atividade antibacteriana contra S. aureus, comparada aos extratos de 
própolis coletados nos meses de outubro e novembro. Os mesmos 
autores também observaram que a idade da cultura bacteriana, o pH do 
meio e as condições de temperatura durante a incubação afetaram a 
suscetibilidade das colônias aos extratos. 
O mecanismo envolvido na atividade antimicrobiana da 
própolis é complexo e não pode ser atribuído a apenas uma classe de 
metabólitos, sendo decorrente do sinergismo entre flavonoides e 
sesquiterpenos, segundo alguns autores (Kedzia, et al., 1990, Popova et 
al., 2009). Kujumgiev et al. (1999), por exemplo, ao estudarem a 
própolis tropical, constataram que esta não continha os compostos 
conhecidos como responsáveis pela atividade antimicrobiana, contudo, 
ainda assim, os extratos mostraram essa atividade, indicando que 
diferentes combinações de substâncias na própolis são essenciais para 
garantir sua atividade biológica. Da mesma forma, Silva et al. (2006) ao 
investigarem a capacidade de extratos de própolis de inibir o 
crescimento de S. aureus e também à sua capacidade para sequestrar 
radicais DPPH (atividade antioxidante), verificaram que os teores de 
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flavonoides tinham maior influencia sobre a atividade antioxidante do 
que sobre a capacidade inibitória antimicrobiana. Outros autores 
relataram que o extrato etanólico de própolis oriundo de várias regiões 
brasileiras foi capaz de inibir também o crescimento de bactérias do 
gênero Streptococcus (Park et al., 2000).  
Além disso, apesar de amplamente discutido, o mecanismo de 
ação ainda é desconhecido (Silva et al., 2006). Takaisi-Kikuni & 
Schilcher (1994) verificaram que a própolis inibe o crescimento 
bacteriano por prevenir a divisão celular, resultando em formas pseudo-
multicelular. Ela também desorganiza o citoplasma, a membrana 
citoplasmática e a parede celular, causando bacterólise parcial e inibindo 
a síntese de proteínas. Portanto, segundo os autores, o mecanismo de 
ação da própolis não é similar aos descritos classicamente para 
antibióticos convencionais que interferem na síntese dos 
peptideoglicanos, os quais são responsáveis pela integridade da parede 
celular, ou inibem a atividade da DNA girase ou topoisomerase II 
enzimas essenciais à sobrevivência bacteriana (Goldeberg, 1965).  
Além de atividade antimicrobiana alguns trabalhos tem também 
demonstrado o efeito citotóxico da própolis sobre determinados tipos 
celulares. Esta propriedade biológica tem sido investigada visando o uso 
da própolis como anticancerígenos, anti-angiogênicos e antitumorais em 
potencial (Banskota et al., 2001; Orsolic et al., 2009; Montoro et al., 
2012; Meneghelli et al., 2013; Zizic et al., 2013; Calhelha et al, 2014). 
No entanto, a maior parte dos modelos in vitro utilizados para a análise 
da citotoxicidade de extratos de própolis usou células isoladas e 
modificadas.  
Considerando o exposto, o presente trabalho avaliou in vitro a 
atividade antimicrobiana de extratos própolis de composição química 
distinta frente a cepas de S. aureus e E. coli, e o efeito sobre a 
viabilidade de explantes de glândula mamária bovina sadia, objetivando 
relacionar o efeito das concentrações antimicrobianas com possíveis 











4. MATERIAIS E MÉTODOS 
 
4.1 Extração da Própolis 
 
Amostras de própolis de três municípios catarinenses 
(Urupema, São Joaquim e Água doce) (Figura 1) e do estado de Minas 
Gerais, coletadas durante o inverno de 2011 (Figura 2), foram utilizadas 
nos ensaios biológicos. As amostras dos municípios de Urupema e Água 
Doce foram identificadas previamente como típicas do estado 
catarinense, mostrando pouca flutuação sazonal. Já a amostra de São 
Joaquim mostrou composição química similar a de Minas Gerais, por 
conter artepelina C (Maraschin, 2013 - comunicação pessoal). 
 O município de Água Doce, localizado no oeste do estado 
catarinense (Figura 1), cerca de 970 metros acima do nível do mar, se 
caracteriza por apresenta clima mesotérmico úmido, sem estação seca, 
com verões frescos e invernos rigorosos com ocorrência de geadas e 
neve. A vegetação é densa, formada por árvores de grande porte como: 
pinheiro, imbúia, cedro, anjico, louro, canela, branquilho, bracatinga e 
outras plantas menores como guamirim, erveira, guaviroveira e 
pitangueiras. Já os municípios de Urupema e São Joaquim são vizinhos 
territoriais, localizados na serra catarinense, a aproximadamente 1500 
metros acima do nível do mar. O clima da região é classificado como 
temperado úmido apresentando verões frescos e invernos muito 
rigorosos, considerados os municípios mais frios do Brasil com 
temperatura média anual em torno de 13 ºC. Quanto à flora, a região se 
caracteriza por ser uma zona de transição de matas entrecortadas com 
predomínio de angiospermas, principalmente dos gêneros Pinus sp. e 
Araucária sp. e campos nativos, caracterizados pela presença de plantas 
gramíneas dos gêneros Avena sp., Hemarthria sp., Axonopus sp 
Trichocline sp., entre outros. Essas duas classes, com outros subtipos, 
conforme a altitude e o relevo formam muitas vezes mosaicos, zonas de 
transição, ao contrario dos demais campos sulinos (IBGE, 2008).  
As amostras de própolis bruta catarinense foram coletadas por 
apicultores associados da Federação das Associações de Apicultores de 
Santa Catarina (FAASC), em suas propriedades, e encaminhadas ao 
Laboratório de Morfofisiologia e Bioquímica Vegetal (LMBV-CCA-
UFSC) através de uma parceria firmada entre FAASC, Epagri/SC e a 
Universidade Federal de Santa Catarina. Após uma análise fitoquímica 
dos materiais realizada pelo LMBV, as amostras de interesse foram 
então cedidas para a realização do presente estudo. 
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 Para a preparação dos extratos, em laboratório, as amostras de 
própolis foram processadas (remoção de eventuais sujidades e 
trituração), acondicionadas em embalagens plásticas herméticas e 
armazenadas a -18ºC. Posteriormente, amostras (3 g – peso seco) de 
própolis foram maceradas com 30 mL de solução de etanol 70% (v/v), 
em seguida, acondicionadas em frascos âmbar e mantidas ao abrigo da 
luz por 24 h. O macerado foi filtrado a vácuo e o extrato congelado a -
20ºC por 24 h. O extrato hidroalcoólico (EH), então, foi centrifugado 
(10.000 rpm, 10 min), coletando-se o sobrenadante que, por sua vez, foi 
seco em estufa de ventilação forçada mantida a 60ºC. Os resíduos 
obtidos foram dissolvidos nas concentrações desejadas para as análises 
fitoquímicas e biológicas.  
 
 
Figura 1. Localização geográfica dos municípios catarinenses onde foram 





Figura 2. Própolis bruta produzida em (A) São Joaquim, (B) Água Doce, (C) 
Urupema e (D) Minas Gerais. 
 
4.2 Caracterização Fitoquímica 
 
4.2.1 Fenólicos Totais 
 
Os conteúdos de fenólicos totais nos extratos hidroalcoólicos de 
própolis foram determinados através do método colorimétrico de Folin-
Ciocalteau (Singleton & Rossi, 1965), utilizando-se uma curva padrão 
de ácido gálico (20 a 100 μg/mL) (y = 0,0107x; r
2
= 0,9773). Para isso, 
foram adicionados à 45 μL de amostra, 150 μL de reagente de Folin-
Ciocalteau diluído (1:10, v/v) e 120 μL de Na2CO3 (7,5%, p/v). Após 30 
minutos de incubação ao abrigo da luz, as absorbâncias foram lidas a 
765 nm em leitor de microplacas. Os resultados foram expressos como 
μg de equivalentes de ácido gálico (EAG) por mg de extrato (EAG/mg). 
 
4.2.2 Flavonoides  
 
Os teores de flavonoides foram determinados através da reação 
colorimétrica com cloreto de alumínio, conforme metodologia descrita 
por Popova et al. (2004). Este método baseia-se na propriedade do 
cátion alumínio de formar complexos estáveis com flavonoides, 
acarretando em uma intensificação de suas absorções e em um 
deslocamento para maiores comprimentos de onda (Wollenweber, 
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1988).  Para realizar a reação foram adicionados à 43 μL de amostra, 43 
μL de AlCl3 (2%, p/v) e 215 μL de EtOH. Após um período de 
incubação de 30 minutos ao abrigo da luz, foram realizadas as leituras a 
425 nm em leitor de microplacas. Os resultados foram expressos como 
μg de equivalentes de quercetina (y = 0,0129x; r
2
 = 0,9881) por mg de 
extrato (EQ/mg). 
 
4.2.3 Atividade Antioxidante  
 
 O potencial antioxidante dos extratos de própolis foi avaliado 
através do teste do DPPH, o qual é baseado na capacidade do radical 
livre estável, 2,2-difenil-2-picrilidrazil, reagir com compostos doadores 
de H
+
 (Choi et al., 2002). A reação foi realizada, adicionando-se à 10 μL 
de amostra, 290 μL da solução diluída de DPPH, ajustada através do 
teste de reatividade para uma absorbância entre 0.50 a 0.60 à 545 nm. 
Após 30 minutos de incubação à 23ºC, ao abrigo da luz, foi realizada a 
leitura em leitor de microplacas à 545 nm. Os resultados foram 
expressos em porcentagem de inibição do radical DPPH/mg de própolis. 
Os ensaios fitoquímicos foram realizados em triplicatas. 
 




Os ensaios antimicrobianos foram realizados no laboratório de 
bacteriologia do Instituto de Pesquisas Veterinárias Desidério Finamor 
(Fepagro/RS). Os extratos de própolis foram testados frente às cepas 
padrão de S. aureus ATCC 25923 e de E. coli ATCC 8739, além de 2 
isolados de campo de cada cepa. Os isolados de campo foram obtidos da 
bacterioteca do Instituto, provenientes de amostras de leite para 
identificação de agente etiológico. Foi feita, previamente, a confirmação 
da pureza das colônias através da semeadura em meios seletivos (agar 
Baird-Parker com telurito para S. aureus e agar MacConkey para E. 
coli). 
 
4.3.2 Padronização do Inóculo 
 
 Isolados bacterianos liofilizados foram resuspensos em glicerol 
e  semeados por esgotamento em placas de Petri com meio Agar BHI 
(Brain Heart Infusion). As placas foram incubadas a 37ºC por 24 horas. 
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A densidade populacional inicial dos inóculos foi padronizada 
utilizando-se um controle de turbidez equivalente a uma solução padrão 




UFC/mL (British Standard Institution, 2006). Nos testes foi utilizada a 
diluição logarítmica de 10
5
 UFC/mL do inóculo em caldo Muller 
Hinton. 
 
4.3.3 Método de plaqueamento em profundidade (Pour Plate)  
 
O protocolo utilizado foi adaptado de Sperotto (2012). 
Inicialmente, foram preparadas diluições seriadas de própolis nas 
concentrações de 1.000, 750, 500, 250, 200, 150 e 100 μg/mL em 
EtOH:H2O (8:92, v/v) para os extratos de São Joaquim, Urupema e 
Minas Gerais e Água Doce. Após a obtenção dos resultados 
preliminares, verificou-se a necessidade de testar também as 
concentrações de 450, 400 e 350 e 300 μg/mL para o extrato de Água 
Doce, a fim de se determinar a partir de qual concentração este extrato 
se iniciava a redução do crescimento bacteriano. Em tubos eppendorfs, 
foram adicionados 900 μL das diluições de própolis e 100 μL do inóculo 
padronizado equivalente a 10
6 
UFC/mL, totalizando uma diluição 
logarítimica de 10
5
 UFC/mL (Figura 3). Placas contendo somente o 
inóculo foram utilizadas como grupo controle. Após um período de 
incubação de 6 e 24 horas (tempo de contato), os conteúdos dos tubos 
foram depositados em placas de Petri, e em seguida adicionados 20 mL 
de meio de cultura Agar Mueller Hinton (Figura 3).  
Para a cepa padrão e os isolados de S. aureus a contagem de 
colônias foi feita 48 h (Figura 3) após a adição do meio de cultura e para 
E. coli após 24 h (Figura 3), devido ao comportamento de crescimento 
distinto das duas espécies. A notação dos dados foi feita obtendo-se o 
número de colônias viáveis (Log10 UFC/mL), nas placas que era 
possível a contagem. As placas onde o crescimento foi incontável, 
porém, visualmente observava-se redução de crescimento em 
comparação ao grupo controle, foi estimada a contagem de 10
4
  já que o 
controle estaria com, pelo menos, 10
5 
(inóculo inicial). Para cada 
concentração de cada extrato, foram feitas duplicatas em dois 
experimentos independentes. 
Em ensaio preliminar foram feitos testes de placas com meios 
de cultura com e sem neutralizador. O uso de neutralizador é utilizado 
em muitos trabalhos para bloquear o efeito da substância testada, o que 
indicaria se a mesma causa inativação bacteriana (com neutralizador) ou 
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inibição bacteriana (sem neutralizador). Como neutralizador, adicionou-
se ao agar Muller Hinton, 3% de Polissorbato (Tween 80) mais 0.3% 
lecitina de soja. Porém, como não se evidenciou efeito neutralizador, ou 
seja, o crescimento bacteriano ocorreu de forma igual nos dois 




Figura 3. Ensaios antimicrobianos: (A) Diferentes concentrações de própolis 
incubadas com cepas de S. aureus e E. coli; (B) Meio de cultivo para bactérias 
Agar Mueller Hinton; (C) Placas de Petri com S. aureus em crescimento; (D) 
Placas de Petri com E. coli em crescimento. 
 
4.4 Ensaios de viabilidade celular  
 
4.4.1 Coleta e manipulação do material  
 
Para obtenção dos explantes da glândula mamária bovina 
utilizou-se a metodologia descrita por Rabot et al. (2006), com 
modificações. Para isso, parte de um quarto de glândula mamária foi 
obtido de 18 vacas, logo após o abate (máximo 20 min.), em um 
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frigorífico comercial localizado no município de Águas Mornas (SC). 
Em condições assépticas, este foi fragmentado (7 cm x 3 cm) com o 
auxilio de pinças e bisturis, lavado com tampão fosfato salino (PBS), 
suplementado com penicilina G (100 μg/mL), estreptomicina (100 
μg/mL) e anfotericina B (2.5 μg/mL). Em seguida, os fragmentos foram 
acondicionados em tubos com meio de cultivo basal DMEM/F12, 
suplementado com insulina (10 μg/mL), hidrocortisona (0.5 μg/mL), 
penicilina G (100 μg/mL), estreptomicina (100 μg/mL), anfotericina B 
(2.5 μg/mL) e transportados ao laboratório. Sob capuz estéril, os 
fragmentos de úbere foram novamente manipulados e com auxilio de 
instrumento de biopsia PUNCH
©
 explantes com cerca de 5mm x 2,5mm 
foram obtidos (Figura 4). 
 
 
Figura 4.  Coleta e preparação dos explantes da glândula mamária bovina: (A) 
assepsia da região alveolar a ser fragmentada, de um quarto de glândula 
mamária bovina cedido pelo frigorífico; (B) obtenção dos explantes em câmara 
de fluxo laminar; (C) Após a pesagem dos explantes, foi realizado o seu 
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acondicionamento em placas de cultivo com 12 poços; (D) Explante 
acondicionados em placas de 12 poços com diferentes concentrações de extratos 
de própolis. 
 
4.4.2 Efeito dos extratos de própolis sobre a viabilidade dos explantes 
da glândula mamária bovina 
 
O explantes produzidos através do uso do instrumento 
PUNCH
©
 foram pesados e transferidos para placas de 12 poços, 
contendo 3,92 mL de meio de cultura de mesma composição que o 
utilizado no transporte e 0,08 mL das correspondentes concentrações de 
própolis dissolvidas em dimetilsufóxido (DMSO), a fim de se obter 
concentrações finais correspondentes a 17.5, 35, 70, 140, 280 e 560 
μg/mL. Os explantes foram mantidos a 37 ºC e 5% de CO2, por 48 h, 
quando foi realizado o ensaio de viabilidade celular. Os grupos controles 
dos experimentos continham (a) 4 mL de meio e (b) 3,92 mL de meio 
acrescido de 0,08 mL de DMSO. 
Após o período de incubação com o extrato, um novo meio de 
cultura foi adicionado, desta vez contendo MTT (brometo de 3-4,5-
dimetiltiazol-2-il-2,5-difeniltetrazolil; 5 mg/mL) e incubado por 2 h e 30 
min à 37
o
C em atmosfera umidificada, contendo 5% CO2. O princípio 
deste método reside no fato de que o MTT é capaz de entrar na célula e 
ser oxidado a MTT-formazan pelo superóxido produzido durante a 
atividade mitocondrial. Desta forma, a oxidação do MTT em seu 
produto corado MTT-formazan é proporcional à atividade mitocondrial 
e, por conseguinte, à viabilidade celular (Mosmann, 1983).  
Decorrido o período de incubação, o meio foi retirado, sendo 
adicionado 3 mL de DMSO, para dissolução dos cristais de formazan 
produzidos durante a incubação com MTT. Diferentes períodos de 
tempo para completa dissolução dos cristais de formazan foram testados 
(10, 30, 60, 90, 120, 150 e 180 min.), a fim de se determinar o menor 
tempo necessário. Após 180 min. de homogeneização verificou-se a 
completa solubilização dos cristais e a absorbância foi então 
quantificada em espectrofotômetro a 540 nm. A fim de se comparar os 
valores de absorbância de explantes com diferentes pesos, a seguinte 
fórmula foi utilizada [(Absorbância x 1000)/ peso do explante em mg] 
(Peres et al., 2009). Os resultados foram expressos em porcentagem de 
células viáveis, considerando como 100% de células viáveis os grupos-
controle. Foram realizados dois experimentos independentes, 
totalizando seis repetições para cada extrato de própolis testado. A 
repetição foi representada pelo animal e para cada repetição foram feitas 
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três réplicas (explantes) (Figura 5) por concentração, por extrato, 
totalizando 576 explantes.  
 
 
Figura 5. Avaliação da Citotoxicidade dos extratos de própolis. (A) incubação 
dos explantes com meio acrescido de MTT (5mg/mL) ao abrigo da luz; (B) 
explantes corados pelos cristais de formazan; (C) retirada do meio de cultivo e 
adição de DMSO; (D) resultado da solubilização dos cristais de formazan pelo 
DMSO. 
 
4.4.3 Estudo da viabilidade celular dos explantes da glândula mamária 
bovina 
 
A viabilidade celular dos fragmentos de tecido mamário foi 
acompanhada ao longo do tempo, por um período de 96 h, realizando-se 
leituras diárias a partir do momento em que os explantes foram 
produzidos (considerado tempo 0). O meio de cultura foi trocado a cada 
24 h e no momento da troca, ao grupo correspondente a leitura do dia 
(tempo 0, 24, 48, 72 e 96 h) foi adicionada solução de MTT (5 mg/mL). 
48 
 
Em seguida realizou-se os procedimentos de incubação e leitura 
idênticos aos realizados nos ensaios de viabilidade celular (item 4.4.2). 
4.5 Análise estatística  
 
Os perfis de fenólicos totais, flavonoides e capacidade 
antioxidante foram submetidos à análise de variância e expressos em 
média ± desvio padrão (DP). A diferença entre amostras pareadas foi 
determinada pelo LSMEANS. Para os ensaios antimicrobianos, como 
não se obteve homogeneidade de variância nem normalidade de resíduos 
utilizou-se a análise de variância não paramétrica pelo Teste de 
Kruskall-wallis e um pós-teste, de comparações múltiplas de Dunn. Os 
dados de viabilidade celular foram submetidos à análise de variância 
pelo Mixed Procedure (PROC MIXED), onde foram considerados no 
modelo o tipo de própolis, a concentração e a interação 
própolis*concentração. Como houve efeito significativo de 
própolis*concentração, utilizou-se essa interação na comparação das 
diferenças, através do LSMEANS, com ajustamento de Tukey. Foi 
também determinada a concentração inibitória (IC50), responsável por 
reduzir à metade a viabilidade celular, através de uma regressão 
estatística não linear. Os dados de viabilidade foram submetidos à 
análise de variância pelo GLM. Em todas as comparações a 
significância foi declarada P ≤ 0,05 e foram utilizados os pacotes 



















5. RESULTADOS E DISCUSSÃO 
5.1 Análise Fitoquímica 
 
Os extratos de própolis analisados não diferiram quanto aos 
teores de fenólicos totais (P<0,05; Tabela 1). Já em relação aos 
flavonoides, um maior conteúdo foi encontrado no extrato de própolis 
de Minas Gerais, seguido pelo de São Joaquim, Água Doce e Urupema 
(P<0,05). O extrato produzido em Urupema apresentou o menor 
potencial de inibição de radicais DDPH, i.e., menor atividade 
antioxidante. Entre os demais extratos não foram encontradas diferenças 
significativas (Tabela 1).  
 
Tabela 1. Conteúdo médio* de fenólicos e flavonoides totais e determinação da 
atividade antioxidante dos extratos de própolis em estudo. 
 Fenólicos                 
(μg de 
EGA/mg) 
Flavonoides        
   (μg de EQE/mg) 





Água Doce 116,29 ± 6a 10,25 ± 0,82c 85,39 ± 3,57a 
São 
Joaquim 
116,32 ± 21,5a 13,07 ± 0,11b 85,64 ± 0,51a 
Urupema 113,58 ± 3,27a 7,33 ± 0,23d 72,76 ± 0,48b  
Minas 
Gerais 
97,97 ± 10,17a 15,91 ± 0,8a 81,89 ± 1,56a 
*Os valores representam a média de três extrações independentes ± o desvio 
padrão da média. Letras diferentes na mesma coluna indicam diferenças 
significativas (P<0,05). 
 
Os resultados encontrados no presente estudo estão de acordo 
com os descritos na literatura no que diz respeito à caracterização 
fitoquímica deste produto natural. Silva et al. (2006), por exemplo, ao 
compararem extratos comerciais de própolis de diferentes municípios 
brasileiros das regiões sudeste e nordeste do Brasil, encontraram grande 
variação entre os conteúdos de fenólicos totais, flavonoides e atividade 
antioxidante em função do local de produção. Estes autores encontraram 
uma atividade antioxidante inferior as do presente estudo, variando de 
12,5 a 51% de inibição de radicais DPPH. Estas diferenças podem estar 
relacionadas à estação em que as amostras foram coletadas e, 
principalmente, ao método de extração uma vez que os autores 
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analisaram estes parâmetros em extratos comerciais, e sabe-se que, 
amostras com altos teores de flavonoides são destinadas ao mercado 
externo (Cabral, 2008). Castro et al. (2007) também encontraram 
conteúdos de fenólicos similares aos do presente estudo nos extratos 
hidroalcóolicos da própolis mineira, em torno de 90 mg/g, dependendo 
do mês de coleta. Para flavonoides, os valores foram superiores em 
comparação aos aqui apresentados, cerca de 30 mg/g. É possível sugerir 
que esta variação na concentração de flavonoides se deva a época de 
coleta da própolis, uma vez que, os autores realizaram as análises com 
extratos de própolis bruta, coletados durante a primavera e o verão, 
período em que existe mudança na flora local, o que pode ter 
contribuído para a elevação no teor daqueles compostos.  
Na Argentina, Chaillou & Nazareno (2009) encontraram teores 
variando entre 92 à 187 mg/g
 
para fenólicos totais e  entre 6 à 18 mg/g
 
 
para flavonoides em extratos de própolis de diferentes regiões daquele 
País. Apesar da alta concentração de fenólicos, a atividade antioxidante 
dos extratos foi entre 49 à 66% de inibição de radicais DPPH. Em 
amostras de própolis mexicanas, oriundas do deserto de Sonora, 
considerado o deserto biologicamente mais ativo da América do Norte, 
foram encontrados elevados teores de fenólicos (149 à 311 mg/g) e de 
flavonoides (58 à 131 mg/g). A atividade antioxidante nem sempre 
esteve associada a estes elevados valores, variando de 22 a 86%, sendo 
este último valor comparável ao potencial de  inibição da vitamina C e 
do BHT, utilizados como controle (Velazquez et al., 2007). 
Valores diferentes dos encontrados no presente estudo estão 
também descritos na literatura. Miguel et al. (2010), por exemplo, 
verificaram uma concentração de fenólicos menor em amostras de 
própolis produzidas em três regiões distintas ao sul de Portugal, em 
torno de 52,3 μg em equivalentes de pinocembrina por mg de própolis, 
menos da metade da concentração aqui encontrada. Entre os fatores que 
favorecem esta diferença estão às condições climáticas distintas entre as 
regiões em questão e também a diversidade de espécies pertencente à 
flora local. Nestas amostras, a concentração de flavonoides foi cerca de 
10 μg em equivalentes de quercetina por mg de própolis, representando 
aproximadamente 24,5% do total de fenólicos, enquanto, em nosso 
estudo esta porcentagem foi cerca de 16% do total de fenólicos. Estes 
resultados já foram descritos por outros autores que tem demonstrado 
que a própolis produzida em climas temperados caracteriza-se pela 
maior concentração de flavonoides em detrimento de outros compostos, 
como ácidos fenólicos, mais comuns em própolis produzidas em clima 
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tropical (Bankova et al., 1995; Silva et al., 2006; Miguel et al., 2010). 
Ainda no mesmo estudo, os autores verificaram maior correlação entre o 
teor de fenólicos totais com o maior potencial de inibição de radicais 
DPPH, reafirmando a relação entre estas variáveis. Bonvehí & Gutiérrez 
(2011), encontraram em amostras de própolis do noroeste da Espanha 
elevados conteúdos de fenólicos totais e flavonoides, os quais variaram 
entre 200 à 340 mg/g e 72 à 161mg/g, respectivamente. Contudo, a 
atividade antioxidante média das amostras foi de apenas 30%. 
Resultados como estes, demonstram que os extratos de própolis são 
matrizes complexas e que, além de conterem fenólicos e flavonoides, 
podem ter outros compostos, os quais devem exercer forte influência 
sobre a atividade antioxidante e outras atividades biológicas, 
justificando a necessidade de se comparar extratos de diferentes origens 
em estudos de bioprospecção.  
Apesar da análise realizada não ter tido como objetivo a 
identificação dos compostos fenólicos nos extratos, estudos prévios 
demonstraram que o flavonoide majoritário nas amostras da própolis de 
Minas Gerais é a artepelina C (Teixeira et al., 2005). As mais diversas 
atividades biológicas da própolis verde mineira têm sido atribuídas a 
este composto (Shimizu et al., 2004; Tani et al., 2010;  Cheung et al., 
2011; Bachiega et al., 2012). Poucos trabalhos tratam da composição 
química da própolis catarinense, porém, em estudo anterior Meneghelli 
et al. (2013) caracterizaram o extrato de própolis outonal do município 
de São Joaquim. Neste trabalho, os autores identificaram o flavonoide 
quercetina como majoritário na amostra. Entretanto, outros compostos, 
em menores concentrações, foram identificados como os ácidos gálico, 
protecatecuico, clorogênico, derivados do ácido isoclorogênico, ácido ρ-
cumárico, ácido siríngico, ácido vanílico, ácido cafeico, ácido ferúlico e 
o biflavonoide rutina. 
Alguns pesquisadores afirmam que os flavonoides, além de 
estarem presentes em maiores concentrações em amostras de própolis 
europeias e chinesas, são, também, os compostos responsáveis pela 
atividade biológicas destes extratos (Hegazi, 2000; Bankova et al., 2000; 
Ahn et al., 2007). Diante desta afirmação é possível sugerir que a 
própolis de Minas Gerais e São Joaquim se assemelham a extratos 
coletados no hemisfério norte, por possuírem maior conteúdo de 
flavonoides quando comparados aos extratos de Urupema e Água Doce, 
que apesar de ainda não terem sido tipificados, tendem a se assemelhar a 
amostras de clima tropical. 
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É importante destacar que independente da composição química 
dos extratos de própolis, os registros científicos tem mostrado que estes 
possuem atividades biológicas diversas. Deste modo, amostras com 
teores menos expressivos de flavonoides, como no caso de Urupema e 
Água Doce, não são necessariamente, ineficazes biologicamente. Isto 
porque a atividade biológica de um extrato não pode ser atribuída a 
apenas uma classe de metabólitos, sendo decorrentes do sinergismo 
entre flavonoides, ácidos fenólicos, terpenos, sesquiterpenos, entre 
outros (Kedzia et al., 1990; Popova et al., 2009).  
Considerando os valores encontrados nas amostras de própolis 
em estudo e comparando os resultados com os descritos na literatura, 
pode-se verificar que a própolis catarinense e mineira contem teores de 
fenólicos totais e flavonoides moderados a altos, e apresentam elevada 
atividade antioxidante, respaldando a investigação do seu uso em 
diversas terapêuticas como para mastite bovina.  
 
5.2 Atividade Antimicrobiana 
 
Os extratos hidroalcoólicos de própolis reduziram o 
crescimento de S. aureus em todas as concentrações testadas, porém, sua 
eficácia foi dependente da origem e concentração (Figura 6; Tabela 2). 
Diferenças significativas no crescimento bacteriano na presença de 
própolis foram observadas em concentrações iguais ou superiores à 200 
μg/mL para os extratos de Urupema, Minas Gerais e São Joaquim (com 
redução média de 1,5 log10) em relação ao inóculo inicial. Os extratos de 
própolis produzidos em Urupema e São Joaquim mostraram efeito 
bactericida semelhante à própolis verde de Minas Gerais, em 
concentrações a partir de 500 μg/mL. A própolis de Água Doce foi a que 
demonstrou mais fraca atividade antimicrobiana e somente a partir de 
300 μg/mL este extrato gerou redução significativa do crescimento 
bacteriano em relação ao controle (Tabela 2). Apesar disso, apresentou o 
mesmo efeito bactericida dos demais extratos quando usado nas 
concentrações de 750 μg/mL e 1000 μg/mL, reduzindo a uma mediana 




Tabela 2.  Contagem de unidades formadoras de colônias (UFC/mL Log10) de S. aureus ATCC 25923 e 2 isolados de campo 
(média ± desvio padrão), a partir de inóculo inicial de 10
5
 UFC/mL, frente a diferentes concentrações do extrato hidroalcoólico de 
própolis provenientes de três regiões de Santa Catarina e de própolis verde de Minas Gerais.  
Concentração μg/mL Minas Gerais  
UFC/mL Log10 




Água Doce  
UFC/mL Log10 
0 5,0±0,00 Ba 5,0±0,00 Ba 5,0±0,00 Ba 5,0±0,00 Ba 
100 4,40±0,66 Ba 4,63±0,55 Ba 4,43±0,58 Ba 5,0±0,00 Ba 
150 4,19±0,68 Ba 3,94±0,79 Ba 3,83±0,28 Ba 5,0±0,00 Ba 
200 3,48±0,54 Aa 3,38±1,09 Aa 3,52±0,14 Aa 5,0±0,00 Bb 
250 2,82±1,2 Aa 3,35± 1,3 A a,b 2,91±1,35 Aa 4,10±0,30 Bb 
300 n.t. n.t. n.t. 3,81±0,44 A 
350 n.t. n.t. n.t. 3,62±0,39 A 
400 n.t. n.t. n.t. 4,49±0,72 A 
450 n.t. n.t. n.t. 3,39±0,58 A 
500 0,36±0,79 Aa 1,83±1,45 A a, b 0,31±0,55 Aa 2,94±1,14 Ab 
750 0,31±0,79 Aa 0,41±0,87 Aa 0,31±0,80 Aa 1,57±1,16 Aa 
1000 0,08±0,35 Aa 0,34±0,88 Aa 0,00±0,00 Aa 0,72±1,00 Aa 
Os valores médios representam as contagens realizadas com 6 e 24 h de contato.*Letras minúsculas diferentes na mesma linha 
representam as diferenças significativas entre os extratos de própolis. Letras maiúsculas diferentes na mesma coluna representam 





Figura 6. Redução logarítmica de crescimento de (A) S. aureus ATCC 25923 e 
2 isolados de campo e (B) E. coli ATCC 8739 e 2 isolados de campo (média ± 
desvio padrão), a partir de inóculo inicial de 10
5
 UFC/mL, frente a diferentes 
concentrações de extrato hidroalcoólico de própolis provenientes de 3 regiões 
de Santa Catarina e de própolis verde de Minas Gerais. Os valores médios 
representam a contagem realizada em 6 e 24 h de contato. 
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Entre as propriedades biológicas atribuídas a própolis, a mais 
estudada é a atividade antimicrobiana. O efeito antimicrobiano de 
extratos de própolis tem sido atribuído a diversas classes de compostos, 
principalmente a presença de flavonoides (Grange & Davey, 1990; 
Cushnie & Lamb, 2005; Vargas et al., 2004), ácidos fenólicos (Chaillou 
& Nazareno, 2010), ésteres (Velázquez et al., 2007) e terpenóides 
(Bankova et al., 1995; Silva et al., 2006). 
A partir dos resultados obtidos no presente trabalho foi 
interessante verificar que o extrato de própolis de Urupema, que contem 
o menor conteúdo de flavonoides e atividade antioxidante, mostrou 
atividade antimicrobiana contra S. aureus similar aos extratos com os 
maiores teores de flavonoides (Minas Gerais e São Joaquim). Diversos 
autores têm sugerido que os flavonoides exercem forte influência no 
crescimento de bactérias deste gênero (Mori et al., 1987; Sato et al., 
2000; Alcaráz et al., 2000; Ferreira de Lima et al., 2006). Silva et al. 
(2006) concluíram que os teores de flavonoides de amostras de própolis 
apesar de terem maior correlação com a atividade antioxidante do que 
com a atividade bactericida contra S. aureus, também contribuíram para 
esta última atividade, o que possivelmente também ocorreu no presente 
estudo. A despeito das diferenças na composição de flavonoides nos 
extratos de São Joaquim e Minas Gerais demonstradas por outros 
autores (Teixeira et al., 2005; Meneghelli et al., 2013), é de se esperar 
que a presença destes deva ter contribuído para a atividade 
antimicrobiana contra S. aureus observada no presente estudo. Por outro 
lado, Silva et al. (2006) e Velazquez et al. (2007) verificaram correlação 
inversa entre a capacidade de sequestro de radicais DPPH e atividade 
antimicrobiana contra S. aureus. Em conjunto, fica evidenciado que não 
é possível fazer associação direta entre o conteúdo de fenólicos e 
flavonoides ou atividade antioxidante com ação antimicrobiana. 
Portanto, a despeito dos menores conteúdos de flavonoides pode-se 
sugerir uma composição química diferenciada para a própolis de 
Urupema que deve conter compostos não flavonoídicos com elevada 
atividade antimicrobiana.  
Dessa forma, tem-se atribuído as diferenças de atividade entre 
extratos à variações quantitativa e qualitativa da sua composição 
química. Tais diferenças são em parte explicadas pela flora no entorno 
do apiário que é a fonte de resina para as abelhas elaborarem a própolis. 
Tem-se observado que modificações na vegetação acarretam em 
mudanças na composição da própolis e, por sua vez, em suas 
propriedades químicas e atividades biológicas (Velazquez et al., 2007; 
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Chaillou & Nazareno, 2010). Como pode haver mudança da flora do 
local segundo as estações do ano tem-se verificado que em algumas 
estações o conteúdo de fenólicos e flavonoides é menor, acarretando 
também na queda do potencial antimicrobiano do extrato (Castro et al., 
2007). Para a própolis catarinense, estudos anteriores observaram que o 
conteúdo de fenólicos totais, flavonoides e a composição química em 
geral, também diferem, não só em função da localização geográfica 
como também da sazonalidade estacional (Zeggio et al., 2012 a,b). No 
entanto, é interessante notar que em alguns casos uma alta atividade 
bactericida pode não estar relacionada ao conteúdo de fenólicos e 
flavonoides, como para os extratos hidroalcóolicos da própolis do 
nordeste brasileiro contra Streptococcus mutans (Castro et al, 2010). Da 
mesma forma, Santana et al. (2012) verificaram atividade 
antimicrobiana similar a encontrada no presente estudo, de própolis com 
menores teores de flavonóides e fenólicos (2,4 e 7,7 mg/g, 
respectivamente). Nestes casos, tem-se atribuído as atividades 
biológicas a presença de terpenóides e derivados prenilados do ácido ρ-
cumárico (Bankova et al., 1995; Silva et al., 2006).  
A despeito dos resultados encontrados para S. aureus, 
independente da região de origem, todos os extratos de própolis 
estudados demonstraram fraca ação contra E.  coli (Figura 6; Tabela 3) e 
não houve diferença na redução de crescimento bacteriano em 
concentrações inferiores à 500 μg/mL. Nesta concentração, o extrato de 
Minas Gerais reduziu significativamente o crescimento bacteriano em 2 
log10 (P<0,05). Já o crescimento bacteriano na presença dos demais 
extratos não diferiu do controle nessa mesma concentração. Somente nas 
maiores concentrações testadas (750 e 1000 μg/mL) houve redução da 
contagem bacteriana dos grupos tratados com os extratos comparados ao 
controle (P<0,001), não tendo sido encontrada diferença entre os 
extratos (Figura 6B), independente do tempo de contato. Porém, mesmo 
havendo redução, a contagem bacteriana ainda ficou muito alta em se 
tratando de bactéria tão patogênica quanto E. coli. Concentrações mais 
altas não foram testadas em função da possível toxicidade que 
representaria para as células da glândula mamária. 
A menor atividade da própolis contra E. coli vem sendo descrita 
na literatura (Kujumgiev et al 1999; Sforcin et al., 2000; Pinto et al., 
2001; Pepeljnjak e Kosalec 2004; Uzel et al. 2005; Packer & Luz, 
2007). Velazquez et al. (2007), por exemplo, como no presente estudo, 
verificaram a ausência de efeito da própolis mexicana contra E. coli 
apesar da ação bactericida contra S. aureus. O conteúdo lipídico e a 
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maior complexidade química da parede celular das bactérias Gram-
negativas tem sido considerados os fatores limitantes para a atividade da 
própolis (Sforcin et al., 2000).  
 
Tabela 3. Contagem de unidades formadoras de colônias (UFC/mL Log10) de E. 
coli ATCC 8739 e 2 isolados de campo (média ± desvio padrão), a partir de 
inóculo inicial de 10
5
 UFC/mL, frente a diferentes concentrações de extrato 
hidroalcoólico de própolis provenientes de 3 regiões de Santa Catarina e de 
própolis verde de Minas Gerais. 
Os valores médios representam as contagens realizadas com 6 e 24 h de 
contato.*Letras minúsculas diferentes na mesma linha representam as diferenças 
significativas entre os extratos de própolis. Letras maiúsculas diferentes na mesma 
coluna representam as diferenças significativas entre as concentrações de um mesmo 
extrato (P<0.05).  
 
Quanto ao tempo de contato, não foram observadas diferenças 
entre 6 e 24 h porque, enquanto o efeito sobre o crescimento bacteriano 
foi mais bem visualizado em 24 h, quando havia pouca redução de 
crescimento, as contagens bacterianas em 24 h de contato eram 
superiores à contagem em 6 h, principalmente no crescimento de E. coli, 
que tem rápido crescimento. 
Takaisi-Kikuni e Schilcher (1994) verificaram que a própolis 
inibe o crescimento bacteriano por prevenir a divisão celular, resultando 
em formas pseudo-multicelulares, além de desorganizar o citoplasma, a 
membrana plasmática e a parede celular, causando ainda bacterólise 
parcial e inibição da síntese de proteínas. Portanto, segundo os autores, 
o mecanismo de ação da própolis não se classifica nos modos de ação 
descritos classicamente para antibióticos. Esse pode ser um dos motivos 
pelos quais as doses sub-letais não levariam a resistência bacteriana 
(Santana et al., 2012).  
 Em relação aos resultados das concentrações de própolis mais 












0 5,0±0,0Bb 5,0±0,0Bb 5,0±0,0Bb 5,0±0,0Bb 
250 5,0±0,0Bb 5,0±0,0Bb 5,0±0,0Bb 5,0±0,0Bb 
500 3,96±0,5Aa 4,58±0,5Bb 4,38±0,5Bb 4,23±0,6Bb 
750 3,64±0,2Aa 3,69±0,2Aa 3,53±0,3Aa 3,27±0,5Aa 
1000 3,37±0,4Aa 3,62±0,2Aa 3,33±0,5Aa 2,50±1,3Aa 
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muito divergentes. As concentrações bactericidas variam desde 400 
mg/mL, conforme relatado por Velazquez et al. (2007), até 
concentrações muito baixas, entre 15,3 e 49,1 μg/mL, relatadas por 
Moreno et al. (1999) utilizando própolis de diferentes regiões da 
Argentina. Para própolis vermelha esses valores variam entre 25 a 50 
μg/mL (Alencar et al., 2007). Estas divergências estão relacionadas, em 
parte, às diferenças na composição química e vegetação de origem, que 
conferem características peculiares (típicas) à própolis, mas também a 
outros fatores como o método de extração, purificação e veículo para 
solubilização que podem afetar a biodisponibilidade dos compostos. 
Como o presente estudo visou à utilização de própolis como uma 
tecnologia popular, preconizou-se a forma mais usual, a solução 
etanólica, para obtenção dos compostos bioativos. Além disso, o veículo 
e a concentração utilizada precisam ser adequados ao propósito de 
aplicação intramamária. Santana et al. (2012) utilizando um método de 
extração semelhante ao realizado no presente estudo verificaram a 
inibição de crescimento de S. aureus tratadas com própolis verde de 
Minas Gerais em concentrações de até 500 μg/mL e efeito bactericida 
com 1000 μg/mL. 
Na avaliação de atividade antimicrobiana, quando se utiliza um 
produto natural que atua de forma complexa, como a própolis, uma 
redução da carga infectante é um achado muito importante, uma vez que 
seus compostos não levam a mudanças na sensibilidade bacteriana ao 
longo do tempo. Isso foi demonstrado por Santana et al. (2012) ao 
avaliar 60 gerações de cultivo de cepa de S. aureus submetidas a doses 
sub-letais de extrato de própolis.  
Além disso, a despeito dos diversos estudos com a própolis 
verde, oriunda de regiões de Minas Gerais, reconhecida por suas 
propriedades medicinais (Shimizu et al., 2004; Tani et al., 2010; Cheung 
et al., 2011; Bachiega et al., 2012), o presente trabalho mostra que 
alguns extratos de própolis considerados típicos de Santa Catarina, 
apresentam atividade antimicrobiana similar, principalmente aqueles 
produzidos nas regiões de elevada altitude (Urupema e São Joaquim). 
Esses achados revelam grande potencial de uso medicinal e corrobora 
com o uso empírico que já vem sendo feito há tempos por produtores 
leiteiros (Medeiros, 2001), uma vez que foi efetiva sobre os principais 
agentes etiológico de mastite (Sabour et al., 2004).   
A redução bacteriana acarretada pelo uso destes extratos já 
significa um auxílio para que o sistema imune do animal possa também 
atuar contra a infecção, considerando as propriedades imuno-
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estimulantes da própolis relatadas em outros trabalhos (Fisher et al., 
2008; Ferreira et al., 2009; Bachiega et al., 2012). Destaca-se também a 
indicação de todas as amostras, desde que na concentração adequada, 
como antisséptico para uso no pré e pós- dipping, uma vez que esta é 
uma medida preventiva que ajuda a diminuir os casos de mastite ou de 
alastramento da doença no rebanho. Contudo, ressalta-se a importância 
de novos estudos avaliando a aplicação segura de doses intramamárias 
in vivo em casos de mastite clínica e sub-clínica. O presente trabalho 
propõe um método inovador in vitro, apresentado a seguir, que auxiliará 
na determinação de doses e escolha de produtos com potencial uso no 
tratamento de enfermidades da glândula mamária bovina. 
 
5.3 Ensaio com explantes da glândula mamária bovina 
 
5.3.1 Viabilidade ao longo do tempo  
  
Para padronização do tempo de cultivo dos explantes da 
glândula mamária, procedeu-se com um estudo da sua viabilidade ao 
longo de 4 dias, não tendo sido encontrada queda significativa no 
período estudado e nas condições de cultivo utilizadas (Figura 7). Esses 
achados corroboram os resultados de Baumrucker & Stemberger (1989) 
que demonstraram que as funções específicas do tecido mamário podem 
ser conservadas em cultivo por um período significativo de 96 h. No 
presente estudo, estes resultados além de validarem o modelo 
experimental proposto, permitem supor que outros tipos de ensaios, 
como investigação da atividade anti-inflamatória possam ser realizados. 
De acordo com Basso & Bracarense (2013), a manutenção da 
viabilidade celular durante o tempo de cultivo é o principal entrave para 
o desenvolvimento de modelos experimentais in vitro. Mesmo ao 
mimetizar as condições in vivo, o tecido inevitavelmente poderá ser 


































Figura 7. Viabilidade dos explantes de glândula mamária bovina em função do 
tempo de cultivo. Resultados expressos em porcentagem de células viáveis 
(P<0,05). 
 
O aprimoramento de técnicas de cultivo de tecidos animais 
ainda é um desafio para a ciência que tem sido cada dia mais demandada 
pela sociedade e organizações governamentais. No entanto, a garantia da 
eficácia destes modelos é essencial para o desenvolvimento de pesquisas 
deste tipo (Bansal et al., 2009; Randall et al., 2011). O anseio ético da 
sociedade pela busca de alternativas que minimizem o uso de animais 
em estudos científicos tem justificado o desenvolvimento de muitos 
desses testes. Deste modo, a padronização de um modelo in vitro, de 
análise da glândula mamária bovina, representa um avanço fundamental 
na direção deste propósito.  
 
5.3.2 Efeito dos extratos de própolis sobre a viabilidade dos explantes 
da glândula mamária bovina 
 
Os resultados dos ensaios de efeito dos diferentes extratos de 
própolis sobre a viabilidade dos explantes da glândula mamária bovina 
estão mostrados na Tabela 4. O extrato de própolis de Água Doce foi o 
que apresentou menor toxicidade, tendo sido observada maior 
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porcentagem de células vivas em todas as concentrações testadas, exceto 
na maior concentração (560 μg/mL), quando houve redução de 
aproximadamente 80% das células viáveis. De fato, para esse extrato, a 
viabilidade dos explantes começou a reduzir somente a partir de 280 
μg/mL (Tabela 4). É interessante notar que este mesmo extrato, mesmo 
apresentando alto conteúdo de fenólicos e intermediário de flavonoides 
(Tabela 1) mostrou a menor atividade bactericida frente a cepas de S. 
aureus (Tabela 2). Já os explantes expostos aos extratos de própolis de 
Minas Gerais apresentaram o menor percentual de células com atividade 
mitocondrial, com redução a partir da menor concentração testada (17,5 
μg/mL). Similarmente, o extrato de São Joaquim mostrou-se citotóxico 
em baixas concentrações, a partir de 70 μg/mL.
 
Estes dois extratos 
destacaram-se por exibirem os maiores teores de flavonoides e pela alta 
atividade antimicrobiana contra cepas de S. aureus. Esses resultados 
sugerem que o efeito antimicrobiano exercido pelos flavonoides é 
acompanhado pela citotoxicidade às células do úbere bovino. O extrato 
de Urupema, por sua vez, apresentou citotoxicidade intermediária, 
reduzindo o número de células viáveis para cerca de 50% a partir da 
concentração de 140 μg/mL
 
(Tabela 4) É interessante notar que este 
extrato foi o que apresentou o menor conteúdo de flavonoides e 
atividade antioxidante (Tabela 1), e ainda assim um bom desempenho 
nos ensaios antimicrobianos contra S. aureus (Tabela 2/ Figura 6).  
 Na literatura, a síntese dos flavonoides pelas plantas tem sido 
associada a uma resposta ao estresse ambiental e infecções microbianas. 
Dessa forma, estes têm sido reconhecidos por suas propriedades 
antimicrobianas, anti-inflamatórias e também antioxidantes (Bankova, 
2005). Thirugnanasampandan et al. (2012) atribuíram a presença 
majoritária do flavonoide quercetina a ação citotóxica da própolis 
indiana sobre células cancerígenas e saudáveis de pulmão. Portanto, o 
trabalho evidencia a hipótese sugerida no presente estudo de que os 
flavonoides exercem uma ação tóxica tanto sobre os microorganismos 
quanto sobre células saudáveis. A presença de quercetina na própolis do 
Brasil e a investigação do seu potencial terapêutico já haviam sido 
relatadas na literatura. Park et al. (2002) e Shimizu et al. (2011), por 
exemplo, afirmam que este composto está entre os principais 
flavonoides presentes em amostras de própolis brasileira e Meneghelli et 
al. (2013) associaram a presença deste flavonoide a um potencial anti-
angiogênico demonstrado in vitro e in vivo.  
62 
 
Tabela 4. Viabilidade dos explantes da glândula mamária bovina* após exposição a diferentes concentrações de extratos de 


















*Os resultados estão expressos em porcentagem de células viáveis ± desvio padrão. Médias seguidas de letras maiúsculas 
diferentes na mesma linha representam diferenças significativas entre os extratos de própolis. Letras minúsculas diferentes na 
mesma coluna representam as diferenças significativas entre as concentrações de um mesmo extrato (Tukey, P<0,05).  
Concentração 
(μg/mL) 
Minas Gerais São Joaquim Urupema Água Doce 
0 100 ± 9,47Aa 100 ± 6,87Aa 100 ± 6,45Aa 100 ± 6,10Aa 
DMSO 97 ± 8,59 Aa 101 ± 5,52Aa 98 ± 9,09Aa 97 ± 3,93 Aa 
17.5 35 ± 19,27Bb 88 ± 9,31 Aa 89 ± 5,91Aa 91 ± 6,73 Aa 
35 28 ± 15,04Bb 75 ± 14,06Aa 87 ± 10,31Aa 89 ± 10,23Aa 
70 15 ± 2,86 Cb 43 ±12,76 Bb 80 ± 6,55 Aa 82 ± 12,46Aa 
140 15 ± 1,89 Cb 19 ± 4,88Cc 58 ± 11,79Bb 77 ± 8,68 Aa 
280 16 ± 0,83 Bb 18 ± 2,89Bc 26 ± 9,68Bc 46 ± 10,77Ab 
560 15 ± 2,46 Ab 16 ± 2,25Ac 16 ± 2,32Ac  22 ± 7,20Ac 
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Posteriormente, a partir de uma análise de regressão não linear, 
determinou-se a dose inibitória máxima (IC50) dos extratos de própolis 
analisados, sendo esta a concentração capaz de reduzir a 50% a 
viabilidade dos explantes de glândula mamária bovina (Tabela 5).  
 
Tabela 5. Concentração Inibitória máxima (IC50) dos extratos de própolis de 
Minas Gerais, São Joaquim, Urupema e Água Doce frente à explantes de 














DP 1,55 0,76 5,21 3,26 
 
Os resultados encontrados estão de acordo com os descritos na 
literatura para o uso da própolis como agente citotóxico frente a células 
normais e tumorais. Zizic et al. (2013) avaliando a citotoxicidade de 
extratos de própolis sobre linhagens de células cancerígenas de cólon 
humano, registraram IC50 variando entre 26,33 e 143,09 μg/mL.  
Todavia, o comportamento da própolis pode ser diferente sobre células 
cancerígenas e células normais. Em carcinomas de bexiga, o extrato 
etanólico de própolis em concentrações de 75 µg/mL inibiu a 
proliferação de células tumorais, enquanto concentrações de até 300 
µg/mL não tiveram efeito citotóxico em células epiteliais normais 
(Orsolic et al., 2009). Por outro lado, uma avaliação de própolis 
portuguesa mostrou doses citotóxicas muito próximas para células 
tumorais e normais, porém, houve uma grande variação (entre 9 e 182 
µg/mL) da IC50 entre amostras de diferentes regiões e entre os tipos de 
carcinomas (Calhelha et al., 2014).  Thirugnanasampandan et al. (2012) 
também perceberam este padrão ao avaliar a citotoxicidade da própolis 
sobre células sadias e cancerígenas de pulmão. Enquanto sobre células 
cancerígenas os autores encontraram uma IC50 de 13 µg/mL, frente a 
células normais a IC50 foi de 10 µg/mL.   
Além do aumento da letalidade celular proporcional ao aumento 
da concentração, é possível que ocorram alterações genotóxicas nos 
processos metabólicos celulares após a aplicação de extratos de própolis 
sobre as células. Montoro et al. (2012) registraram redução no índice 
mitótico e proliferação de linfócitos periféricos humanos, além de trocas 
de cromátides irmãs, após exposição a crescentes concentrações de 
própolis variando de 0 à 2000 μg/mL. 
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O efeito citotóxico, provavelmente, está intimamente 
relacionado a composição química da amostra (Zizic et al., 2013) e em 
função do solvente extrator (Banskota et al., 2001). Os extratos 
metanólicos possuem maior citotoxicidade que os extratos aquosos 
sobre células de cólon murino, carcinoma humano e fibrocarcinoma, 
possivelmente, pelo fato do solvente orgânico ter extraído mais 
substâncias com maior potencial citotóxico (Banskota et al.,2001).  
O presente estudo revelou que as concentrações antimicrobianas 
são tóxicas para os explantes da glândula mamária, i.e., a maior 
atividade antimicrobiana é acompanhada pela maior citotoxicidade. 
Contudo, dentre os extratos analisados, o de Urupema possui bom 
desempenho antimicrobiano contra S. aureus e citotoxicidade moderada 
(IC50 = 171,8 µg/mL), reduzindo nesta concentração a população 
bacteriana de 10
5
 para aproximadamente 10
4
 UFC/mL. Deste modo é 
possível sugerir a investigação do seu uso no controle de mastite 
subclínica ou durante a terapia de vaca seca (quando a carga bacteriana é 
menor) em estudos futuros.   
A utilização dos demais extratos no controle da mastite bovina 
também não pode ser descartada, considerando a elevada atividade 
antimicrobiana encontrada. Visando a aplicação intramamária, poder-se-
ia ainda testar frações purificadas desses extratos, contendo compostos 
isolados ou extratos menos complexos. Desse modo, seria possível 
verificar se os compostos responsáveis pela atividade antimicrobiana 
são também os responsáveis pela citotoxicidade às células do úbere. 
Moreno et al. (2005) avaliando o potencial citotóxico, genotóxico, 
mutagênico e antimutagênico da própolis argentina utilizando como 
modelo Artemia salina, encontraram um IC50 de 100 μg/mL. Entretanto, 
esta dose não foi suficientemente tóxica para o controle de cepas de 
Salmonella typhimurium. Quando analisado isoladamente o componente 
majoritário do extrato (o flavonoide 2,4 dihidroxichalcona) a IC50 
diminuiu para 0,5 μg/mL. Apesar disso, o extrato nesta dose mostrou um 
potente efeito antimicrobiano contra bactérias gram-negativas, 
antimutagênico e deste modo com alta atividade anticarcinogênica. O 
uso da nanotecnologia pode ser também em curto prazo, um aliado nas 
pesquisas utilizando própolis. Troncarelli et al. (2013), por exemplo, 
estão trabalhando no desenvolvimento da nanoprópolis, que em breve 
estará disponível em escala comercial. A técnica consiste no 
nanoencapsulamento dos compostos ativos da própolis e acredita-se que 
este produto poderá ter efeito menos tóxico do que os extratos.  
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 Devido à divergência entre as doses antimicrobianas e 
citotóxicas encontradas no presente trabalho, ressalta-se a importância 
de estudos futuros objetivando aplicações in vivo conciliando as doses 
antimicrobianas efetivas e pouco citotóxicas. Ressalta-se que o 
tratamento com própolis pode ser administrado durante a lactação, sem a 
necessidade de descartar o leite e sem o risco de indução à resistência 
por sub-doses. Todavia, é necessário, de imediato, o refinamento dos 
ensaios antimicrobianos a fim de testar diluições seriadas do inóculo 
para determinar a redução exata do crescimento e examinar populações 
de inóculo menores representando situações de mastite subclinica. Estes 
resultados garantirão segurança para propor um ensaio in vivo, uma vez 
que, os poucos estudos com extratos de própolis em vacas leiteiras 
demonstraram aumento da CCS, indicando que a aplicação 
intramamária deva ser feita com muita cautela, uma vez que pode 
ocorrer uma atividade pró-inflamatória local (Pereira & Botteon, 2008).  
Neste sentido, os estudos sobre explantes mamários trazem uma 
segurança maior no desenvolvimento de produtos alternativos para o 
tratamento de enfermidades do úbere, e deveriam ser amplamente 
adotados como ensaios anteriores aos ensaios in vivo, principalmente 
por questões relacionadas ao bem-estar animal. A maioria dos estudos, 
objetivando o controle de mastite bovina, é feita em modelos in vitro 
utilizando microrganismos e células isoladas ou in vivo utilizando ratas 
(Diarra et al., 2013; Wei et al., 2014). Em ambas as situações existe a 
limitação de extrapolação dos resultados obtidos nestes testes para real 
ação dos produtos nos animais de interesse. O desenvolvimento de um 
modelo in vitro de análise da citotoxicidade em cultura de tecido é 
fundamental para o avanço em pesquisas nesta área. A complexidade de 
relações entre as células e seu metabolismo nos tecidos, mimetizam com 
maior precisão o que ocorre no órgão e desta forma permite que se 
selecione previamente, com maior garantia, produtos com potencial 
ativo e que se determine doses eficazes, reduzindo assim a demanda por 












O presente estudo indicou que os extratos de própolis oriundas 
dos municípios catarinenses de Água Doce, Urupema e São Joaquim, e 
de Minas Gerais possuem teores moderados a elevados de fenólicos 
totais e flavonoides, o que confere a estas amostras um alto potencial 
antioxidante e de uso terapêutico. Neste sentido, os extratos mostraram 
elevada atividade antibacteriana contra S. aureus, porém, não são 
indicados para tratamento de mastite causada por E.coli, já que um 
efeito antimicrobiano satisfatório ocorre somente em concentrações 
extremamente tóxicas à glândula mamária. Apesar dos conteúdos de 
flavonoides colaborarem para ação antimicrobiana dos extratos, notou-
se que outros compostos presentes nos extratos possuem mesmo efeito, 
uma vez que a amostra de Urupema, apesar da menor concentração de 
flavonoides, exibiu potencial bactericida semelhante aos demais. Esta 
informação aponta para uma composição diferenciada deste extrato. 
Além disso, apesar de todos os extratos reduzirem o crescimento 
bacteriano de S. aureus, verificou-se uma grande lacuna entre a dose 
antimicrobiana efetiva e a concentração que não cause diminuição  na 
viabilidade das células da glândula mamária bovina. Deste modo, a 
padronização de um modelo in vitro utilizando fragmentos de tecido 
mamário bovino, além de ser fundamental para o desenvolvimento de 
alternativas que reduzam a demanda de animais em pesquisas também 
contribuem para a determinação prévia de substâncias e concentrações. 
Desse modo, a união entre os resultados obtidos nos ensaios de 
viabilidade celular e antimicrobianos destacaram a própolis oriunda de 
Urupema com potencial no tratamento de mastite subclinica ou durante 
a terapia de vaca seca, quando a carga bacteriana é menor. Este é um 
importante avanço na busca por alternativas ao controle desta 
enfermidade, principalmente em função da dificuldade de tratamento de 
mastites causadas por S. aureus no período de lactação e até mesmo as 
mastites no período seco, da crescente resistência aos antibióticos 
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